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主 論 文 題 名： 
mRNA3'末端ポリ A 上におけるポリ A 結合タンパク質多量体の構造生物学的解析 
 
 
 
【背景・目的】 
真核細胞の核内で成熟したmRNAは、5’末端にcap、3’末端にポリAを持ち、ポリAにはポリA結合タ
ンパク質 (PABPC1) が結合している。ポリA上のPABPC1は多量体を形成し、翻訳調節を担う因子が相
互作用する足場として機能する。例えば、5’末端のcapに結合した翻訳開始因子複合体のうちeIF4Gはポ
リA 上の PABPC1 と相互作用し、mRNA を環状化させる。環状化したmRNA では翻訳開始部位と終止
コドンが空間的に近接するため、翻訳終結反応後のリボソームが効率よく翻訳開始部位へ再集結でき、翻
訳が促進する。PABPC1は636残基からなる分子量70.7 kDaの塩基性タンパク質であり、N末端側にはタ
ンデムに4つ並ぶRNA結合ドメイン (RRM) を、C末端側にはPABCと呼ばれるドメインを持ち、その
間は特定の立体構造を形成していない約 170 残基の linker により繋がれている。このうち、RRM1/2/3/4
がポリA と結合し、linker とPABC はポリA との結合に関与しない。一方、PABC はPAM2 と呼ばれる
モチーフを認識し、PAM2配列を持つ因子と相互作用する。 
PABPC1は1分子で23から27塩基のポリAと結合するが、哺乳細胞のmRNAのポリAは約200塩基
の長さがあるため複数のPABPC1 が結合できる。また、ポリA 上のPABPC1 は、linker からPABC の領
域を介して分子間で相互作用できることが明らかとされており、このことからポリ A 上で多量体を形成
していると考えられている。さらに当研究室では、この分子間相互作用について、ポリ A 上の RRM1/2
と linker のうち残基番号 421-470 の領域 (Lt2) が相互作用することをNMR 解析により同定している。し
かし、ポリA 上のPABPC1 の多量体構造は未だに分かっていない。そのため、PABPC1 結合因子が多量
体化した PABPC1 のうちどの分子と相互作用するのかというような多量体化を考慮した PABPC1 との相
互作用様式や、多量体化の翻訳調節における生物学的意義は不明である。 
そこで、本研究では、種々のPABPC1結合因子がどのようにポリA上のPABPC1多量体と相互作用し、
翻訳を調節しているかを明らかにすることを目指し、PABPC1多量体の構造と多量体化の翻訳制御におけ
る役割を解明することを目的とした。 
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【方法】 
タンパク質の発現と精製 
PABPC1 およびその変異体、eIF4G は大腸菌により GST 融合タンパク質として発現し、アフィ
ニティークロマトグラフィーにより精製した。GST タグ切断後、陽イオン交換クロマトグラフ
ィーとゲルろ過クロマトグラフィーにより SDS-PAGE で単一バンドとなるまで精製した。 
ポリ A 結合活性およびポリ A 上の PABPC1 と eIF4G の結合活性の SPR 解析 
ポリA結合活性は、ポリAを固定化したセンサーチップにPABPC1を添加し、ポリAに対するPABPC1
の結合と解離に伴うSPRレスポンスの変化を解析することにより評価した。PABPC1とeIF4Gの結合活性
は、センサーチップ上のポリAにPABPC1を結合させた後、eIF4Gを添加し、PABPC1との結合と解離に
伴うSPRレスポンスの変化を解析することにより評価した。 
ポリAとPABPC1の複合体の透過型電子顕微鏡による観測 
約200塩基のポリAとPABPC1を混合し、ゲルろ過クロマトグラフィーにより複合体を精製した後、グ
ルタルアルデヒドにより安定化し、負染色により観測した。 
ポリA上のPABPC1に対するケミカルクロスリンク 
ポリAとPABPC1を混合し、Lys側鎖を架橋するBS(PEG)9を処理した後、SDS-PAGEにより解析した。 
in vitro翻訳実験系 
Rabbit reticulocyteのライセートに対し in vitroで合成したルシフェラーゼのmRNA、および精製タンパク
質を添加し、翻訳反応を行った後、ルシフェラーゼ活性を測定することで翻訳活性を調べた。 
 
【結果】 
まず、精製したPABPC1の24塩基のポリA (A24。以降、n塩基のポリAをAnと表記する。) に対する結
合活性を SPR により調べ、過去の文献報告と同程度のポリ A 結合活性を持つことを確認した。次に、
PABPC1とA200の複合体を透過型電子顕微鏡により観測した。その結果、ポリA上のPABPC1が1列に並
んでいることが示された。 
次に、長鎖のポリAと結合させたPABPC1および linkerからPABCの無いRRM1/2/3/4に対しケミカルク
ロスリンク実験を行った。その結果、PABPC1はポリAの存在下でのみ多量体を形成し、linkerからPABC
を欠失すると形成される多量体の割合が減少することが分かった。これらのことから、ポリA上のPABPC1
は、linkerからPABCの領域で、別のPABPC1のRRM1/2/3/4と相互作用し多量体化することが示唆された。
さらに、Lt2 を欠失した変異体を用いてケミカルクロスリンク実験を行った。その結果、Lt2 の欠失により
多量体の割合が減少することが分かり、RRM1/2とLt2間の相互作用がポリA上におけるPABPC1 の多量
体化を担うことが示された。 
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次に、PABPC1 の多量体化の翻訳における役割を調べるため、cap とポリAに依存する in vitroの翻訳実
験系を構築し、翻訳活性に対するPABPC1とPABPC1ΔLt2の影響を調べた。その結果、PABPC1は翻訳活
性を上昇させたが、Lt2を欠失するとその効果が抑制されることが分かった。この結果とLt2の欠失により
ポリA 上でのPABPC1 の多量体化が抑制された結果から、ポリA 上におけるPABPC1 の多量体化は翻訳
促進のメカニズムに関与していることが示唆された。 
次に、Lt2 内のどの領域がRRM1/2 との相互作用に関与するかを調べるため、均一 15N 標識を施したLt2 
(15N-Lt2) の NMR シグナルを観測対象として、RRM1/2/3/4-A24複合体との相互作用解析を行った。その結
果、残基番号 428-442 の領域で化学シフト変化が観測され、この領域が相互作用に関与していることが示
唆された。また、化学シフト変化の滴定曲線から算出した解離定数 (Kd) は、10~100 μMであった。次に、
15N-Lt2とRRM1/2またはRRM3/4-長鎖のポリA複合体のNMRによる相互作用解析を行った。その結果、
RRM1/2 を添加したときのみシグナルが消失し、ポリA 上のRRM1/2 とLt2 が相互作用することが示され
た。さらに、常磁性緩和促進 (PRE) を用いて、どのRRMと相互作用しているかを解析した。その結果、
15N-Lt2 に対する PRE は、RRM1 にスピンラベルを導入した場合には観測されなかったが、RRM2、3、4
に導入した場合には観測された。これらの結果は、Lt2がRRM2と相互作用することを示唆している。 
最後に、PABPC1 の多量体化に伴う翻訳促進のメカニズムを解明するため、ポリA 上PABPC1 と eIF4G
の相互作用における Lt2 欠失の影響を調べた。その結果、A24に PABPC1 または PABPC1ΔLt2 を結合させ
た場合には eIF4G との結合親和性に差はなかった。しかし、A200に結合させた場合には Lt2 の欠失により
eIF4G との結合親和性が低下することが分かった。このことは、PABPC1 がポリ A 上で多量体化すること
によりeIF4Gとの結合が増強することを示唆している。 
 
【考察】 
既に解かれている RRM1/2 とポリ A の複合体の結晶構造と本研究により得られた結果から、
mRNA 3’末端のポリA上のPABPC1は、ポリAの3’末端側にRRM1、5’側にRRM4を向けて1列に並び、
PABPC1 のRRM2 と近接する別のPABPC1 のLt2、特に残基番号 428-442 の領域が相互作用することで多
量体を形成するモデルを提唱する。Lt2 とRRM1/2/3/4 のKdは 10~100 μM であったが、細胞質の PABPC1
濃度は数μM であり、ポリA と結合していないPABPC1 のLt2 がポリA 上のRRM2 と相互作用するのは
困難である。一方、同じポリA上で近接するPABPC1であればLt2の実効濃度は数mMとなり、相互作用
することが可能となるため、ポリA上のPABPC1間でのみ相互作用し多量体化すると考える。また、ポリ
A上で多量体化すると、ポリA上のPABPC1の濃度が局所的に上昇し、PABPC1から解離したeIF4Gが再
結合する確率が上昇する。そのため、eIF4G の PABPC1 に対する見かけの解離速度が遅くなり、結合親和
性が増強する。それにより、mRNAの環状構造が常に維持され、翻訳が促進すると考える。 
